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　ピーク総面積は普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であり、圧倒的に
多量に含まれる普通味噌のethanolのピーク面積を除いた場合でも、普通味噌〉
無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であった。この結果は、普通味噌が無菌味噌よ
りも香気が強いという官能検査の結果と一致する。
　ヘヅドガス成分は主として低沸点化合物よりなり、炭素数6程度までの脂肪族
アルコールとカルボニル、脂肪酸エステルなどが主として検出される。これら
ヘッドガス中に存在の推定された化合物の大部分はすでに報告（日本醸造協会
編　1971）されている。
　これら化合物のうち、無菌的熟成により増加する化合物はethanal及び2－me－
thylpropanal、2－（and／or　3→methylbutana1などのアルデヒド’であり、褐変
反応に伴って、味噌の中に高濃度に存在するアミノ酸からStrecker分解により
生成したものと考えられる。アルコール類、エステル類は無菌的熟成によって
は全然増加していない。発酵微生物が関与する熟成においては、前記ethana1と
分岐アルデヒドの他に、各種アルコール、エステルが増加している。アルコー
ルとしては圧倒的多量のethanolの他に、フーゼル油を構成する1－butanol、
2－methylpropanol、2－（and／or　3－）methylbutanolなど高級アルコA・…一一ルが量的
に多い。高級アルコール類は、味噌の中に高濃度に存在するアミノ酸から酵母
の作用によって主としてEhrlich経路（清酒酵母研究会　1972）を経て生成した
ものと考えられるが、更に検討を必要とする。これら高級アルコール類は独得
の香気を有しており、味噌の香気に重要な働きを果たしている（安平ら　1973）。
エステル類としては、ethyl　acetateがかなりの量存在しており、その他ethyl
formate、　ethyl　butyrate、　ethyl　hexanoate、　isopentyl　acetateなどの
acetate類、　ethyl　ester類の生成が認められる。これらエステル類は、一般に
香気が強いので、味噌の香気において重要な役割を果たしているものと考えら
れる。Table　5－6で普通味噌に高級脂肪酸エステルがかなりの量存在しているこ
とを示したが、ヘッドガス中には揮発性の関係で認めることができなかった。
なお、揮発性含硫化合物や揮発性酸に関しては、本節の実験では検出できなか
った。しかし、これら化合物群は味噌の香気成分として既に報告（日本醸造協
会編　1977）されているので、本実験ではヘヅドガス中での濃度が低いため、
検出されなかったと考えた。
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　以上のごとく、無菌味噌のヘヅドガス中にはアルコール類、エステル類がほ
とんどなく、大部分が原料由来またはStrecker分解により生成したカルボニル
類であり、芳香とはいい難い香気となっている。しかし、Table　5－3に示したご
とく、逆に無菌味噌を好むパネルメンバーが有意に存在するほどであるから、
無菌味噌の香気化合物は味噌の香気形成にかなりの役割を果たしており、これ
をベースとして発酵微生物の生成したアルコール類、エステル類、フェノール
類などの香気化合物が加わって味噌の香気が完成するものと考えた。
第3節　味噌の揮発性含硫化合物
3－1　実験材料及び方法
　3－1－1　供試味噌
　第2節で製造した仕込み直後味噌、無菌味噌及び普通味噌の3種類の他に、
（社）中央味噌研究所（東京）提供の白甘味噌、江戸味噌及び山田醸造（株）
（新潟県豊栄市）製造の温醸した越後味噌と天然熟成の越後味噌を供試した。
　白甘味噌は米麹を多く用い、発酵香が少なく色調の淡い甘味噌である。白甘
味噌の熟成は、仕込み混合時に加熱殺菌などで酵母の増殖を防止し、麹菌の酵
素で甘味と旨味を醸成する。江戸味噌は江戸甘味噌ともいい、京都の西京白味
噌とともに米の甘味噌の代表的な銘柄である。白甘味噌と異なり茶褐色あるい
は赤褐色を呈し、とろりとした甘味を有する。白甘味噌と江戸味噌はいずれも
その熟成に酵母がほとんど関与していないと判断される味噌である。
　一方、越後味噌は米味噌の赤色辛口味噌に分類され、耐塩性の酵母や乳酸菌
などがその熟成に関与し、発酵香が強く、赤褐色を呈した塩分の多い味噌であ
る。なお、温醸の越後味噌（以下、越後温醸味噌）は、第1章～第4章の実験
に供試してきた孟rouxii　s84と同じ系統に分類されるZ　osaeeharom　ees竺
塑S96（以下、孟rouxii　S96）（松本と今井　1973、1974）を味噌原材料
1g当たり106添加し、32℃～33℃で3ヶ月間、また、天然醸造の越後味噌（以下、
越後天然味噌）は温醸味噌と同じくZ．rouxii　s96を106／gを添加のうえ、自然
の環境下で約1年間発酵・熟成させたものである。
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　3－1－2　味噌の揮発性含硫化合物の分析
　第2節で、味噌懸濁液のヘッドガス60mlを用いて、味噌香気成分の分析を行
ったが、揮発性含硫化合物は検出されなかった。これは、ヘヅドガス量が少な
いためと考え、第1章・第4節で確立した窒素ガスを用いるheadspace　vola－
tiles（HSV）法に替えた。しかし、味噌懸濁液中の味噌濃度を30％以上にする
と、味噌の粘性のためHSV法による揮発性成分の捕集量に変動が認められた。そ
のため、HSV法の前処理として味噌懸濁液の減圧蒸留を行った。すなわち、供試
味噌200gに食塩100gと高純水200m1を加え、ホモゲナイザーを使用して5分間、
撹i絆・混合し味噌懸濁液を調製した。その後、味噌中の揮発性成分の遺失がな
いように第1章・第2節Fig．1－1の減圧蒸留装置を用いて、味噌懸濁液が乾固
するまで減圧蒸留を行った。更に、100mlの高純水を加えて減圧蒸留を繰り返し
た後、蒸留液は500mlの一定量にした。各減圧i蒸留液中の揮発性含硫化合物の分
析は、ガスクロマトグラフィー・質量分析を除いて、第3章の耐塩性酵母培養
液の場合に準じた。すなわち、150m1の減圧蒸留液を用い、　HSV法で減圧蒸留液
中の揮発性成分をTenax　TAに捕集した後、揮発性含硫化合物検出用の島津GC－
8A（検出器：FPD）を用いてガスクロマトグラフィー（GC）を行った。
　3－1－3　ガスクロマトグラフィー・質量分析（GC－MS）
　GC－MSは、第2章～第4章まではHitachi　M－5201ガスクロマトグラフとHita－
chiM－60マススペクトロメーターを連結したものによって行ったが、本章では
日本電子製のJMS－SX102Aを使用して、イオン化電圧70eV、イオン源温度180℃の
条件で行った。カラムはJ＆WScientific社のDB－WAX（0．32mm　i．d．　x　30m）を用
い、カラム温度60℃一（5min）－60℃一（5℃／min）－200℃、注入部温度250℃、キャリ
ヤーガス（He）流速は1m1／minであった。
　Tenax　TAに捕集された試料中の揮発性成分のGCへの注入は、加熱導入装置
（ガスクロ工業（株）製）を用い、加熱炉温度250℃とし、キャリヤーガス流路
をTenax　TA管経由に切り替えた後、　Heガスを5分間送気した。
　なお、試料中の揮発性成分の同定は同一条件で行った標準物質のGC－MSデータ、
GC－MS装置に付属したMass　library（public／NIST）spectra、　MSスペクトルの文
献値（M．C．　ten　NOEVER　de　BRAUWら　1979；　The　Mass　Spectrometry　Data
一103　一
Centre　1983）及び標準物質のGCのRetention　timeをもとに行った。
3－2　実験結果及び考察
　3－2－1　味噌の揮発性含硫化合物
　第3章で味噌原料配合より案出したグルコースと18種アミノ酸混合物または
各種アミノ酸単独と食塩からなる合成培地を使用して、耐塩性酵母によって生
成されたり、減少されたりする揮発性含硫化合物にっいて詳述した。その結果、
酵母無接種培地や酵母培養液中で同定された揮発性含硫化合物は、dimethyl
disulfide、　dimethyl　trisulfide、　3－（methylthio）propionaldehyde　（methio－
nal）、　ethyl　3－（methylthio）propanoate、　3－（methylthio）propyl　acetate、　3－
（methylthio）－1－propanoi（methionol）等であった。これら化合物の味噌中での
存在結果をFig．5－4及びTable　5－10に示した。
　大豆加熱処理物と麹及び食塩の混合物である仕込み直後味噌では、微量の
methionalとethyl　3－（methylthio）propanoateの生成が認められた。このme－
thionalは原料の加熱処理により生成され、また、　ethyl　3－（methylthio）pro－
panoateは麹に由来するものと考えられる。この仕込み直後味噌を麹菌のみで熟
成させた、いわゆる無菌味噌では、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfi－
de、　methional及びethyl　3－（methylthio）propanoateの生成が認められた。　e－
thyl　3－（methylthio）propanoateは仕込み直後味噌の場合と同様、麹に由来する
ものと推察されるが、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、　methional、
は第3章で考察したごとく、無菌味噌の熟成期間中にStrecker分解などにより
化学的に味噌中のメチオニンから生成されたものと考えられる。そして、これ
ら3化合物は、無菌味噌に比べ耐塩性酵母がその熟成に関与している普通味噌中
で少ない傾向にあったが、第3章の耐塩性酵母培養液での結果のごとく急激な
減少は認められなかった。これら化合物は不快臭を呈するので、少しでも減少
されることは望ましいと考えられる。また、味噌懸濁液の加熱でmethionalが生
成されたり（熊谷と菅原　1994）、生醤油の加熱でdimethyl　sulfide、　dime－
thyl　disulfide、　methionalなどが増加することから（NUNOMURAとSASAKI　199
2）、味噌や醤油を使用しての加熱調理の際、これら揮発性含硫化合物が再び増
加することが推測されるので、味噌や醤油中の存在量の少ないことが望まれる。
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Fig・5－4・6as　chromatogra皿s　of　volat　ile　sulfur－containing　compounds
Column：　　Shimadzu　fused　silica　capilltiry　colu皿n　（CBP20－M25－025），
　　　　　to　polyethylene　glyco120M，　0．2mm　i．d．　x　25m；
Colu皿n　te皿P．：
Detector：
S　compounds：
30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ln　varIOUS　MISO．
CBP20　corresponding
　　　60℃－5皿in－60℃一（5℃！min）－200℃－7皿in－200℃．
Fla皿e　photometric　detector（FPD），250℃．
　　A，　dimethyl　disulfide；　B，　dimethyl　trisulfide；　C，　皿ethiona1；
　　D，　ethy1　3－（皿ethylthio）propanoate；　E，　3－（皿ethylthio）propyl　acetate；
　　F，　唾ethienol．
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　白甘味噌と江戸味噌は、無菌味噌と同様いずれもその熟成に麹菌以外の発酵
微生物はほとんど関与しないと判断される味噌であるが、その白甘味噌では、
微量のmethiona1が検出されるもののdimethyl　disulfide、　dimethyl　trisul－
fideの生成は認められなかった。白甘味噌に不快臭を呈するこれらの揮発性含
硫化合物が少ないことは、色の淡いことと相まって、他の味噌に比べ加工適性
に優れていると考えられる。この白甘味噌及び上記の仕込み直後味噌の結果か
ら、麹菌はmethional、　dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfideの生成には
ほとんど関与しないものと考えられる。
　一方、江戸味噌では、これら3化合物の量が供試味噌中最も多かrった。白甘味
噌と江戸味噌の表面色を比較してみると、それぞれのY％は、36．8、9．2で、江戸
味噌の表面色は供試味噌中最も濃く、赤褐色～黒褐色を呈していた。この江戸
味噌の表面色は、原料大豆の蒸煮や熟成に比較的高い温度が用いられることで
呈してくるので、原料成分間の化学的反応も高く、これが一因で上記3化合物の
量が多いのではないかと考えた。なお、仕込み直後及び無菌味噌で検出された
ethyl　3－（methylthio）propanoateは、白甘味噌及び江戸味噌では検出されなか
った。これは麹菌の違いによるのではないかと推察した。
　江戸味噌に次いで表面色の濃い（Y％13．1）越後天然味噌中のmethionaユ量は、
江戸味噌とほぼ同じで、しかも越後温醸味噌の1．4倍量であった。これは越後天
然味噌は越後温醸味噌に比べ、熟成期間が9ヶ月余り長く、この間にアミノ・カ
ルボニル反応により表面色が濃くなり、且っ、メチオニンのStrecker分解によ
りmethionalが増加したものと考えた。
　第3章で、耐塩性酵母によって生成される揮発性含硫化合物として、ethyユ
3－（methylthio）propanoate、3－（methylthio）propyl　acetate、　methionolを認め
た。これら3化合物は、普通味噌、越後温醸味噌及び越後天然味噌中の揮発性含
硫化合物としても認められた。特に、methionolは味噌（菅原ら　1992）や醤油
（森ら　1983）の重要な香気成分として報告されている化合物である。普通味
噌、越後温醸味噌及び越後天然味噌はいずれもその熟成に麹菌や耐塩性酵母の
他に耐塩性乳酸菌等が関与している。そのため、耐塩性乳酸菌等の細菌類のこ
れら3化合物の生成に対する検討も必要であるが、第3章の結果から、普通味噌、
越後温醸味噌及び越後天然味噌中のこれら3化合物の生成には、少なくとも耐塩
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性酵母の関与があるものと推察した。なお、江戸味噌中でも少量の3－（methyl－
thio）propyl　acetateやmethiono1の生成が認められたので、微弱ながら発酵微
生物の関与があるのではないかと推察した。そして、dimethyl　trisulfideと
ethy13－（methylthio）propanoateを味噌中ではじめて同定した。
第4節　味噌の揮発性酸
4－1　実験材料及び方法
　4－1－1　供試味噌
　第3節で揮発性含硫化合物の分析に供試した味噌のうち、越後温醸味噌を試
料とした。なお、越後温醸味噌は仕込の際、耐塩性酵母の孟rouxii　S96を味噌
原材料1g当たり106添加し、32℃～33℃で3ヶ月間熟成させたものである。
　4－1－2　揮発性酸の分析
　第3節の方法で味噌懸濁液を調製後、減圧蒸留を行い揮発性酸分析のための
試料溶液とした。すなわち、供試味噌200gに食塩100gと高純水200m1を加え、ホ
モゲナイザーを使用して5分間、撹拝・混合し味噌懸濁液を調製した。この味噌
懸濁液を10N　H2SO4でpH2に調整後、味噌中の揮発性成分の遺失がないように第
1章・第2節Fig．1－1の減圧蒸留装置を用いて、味噌懸濁液が乾固するまで減
圧蒸留を行い、更に、100mlの高純水を加えて減圧蒸留を繰り返した。この操作
を再度繰り返し、400gの越後温醸味噌から約11の蒸留液を調製した。
　揮発性酸の分画と互一ブチルエステル化は第4章の方法に準じて行い、揮発性
酸ブチルエステルのヘキサン溶液10mlを調製した。
　揮発性酸ブチルエステルのガスクロマトグラフィー（GC）は第4章の方法に準
じて行い、GC条件はFig．5－5に示した。また、ガスクロマトグラフィー・質量
分析（GC－MS）は第3節の方法に準じて行った。ただし、揮発性酸ブチルエステル
のガスクロマトグラフへの注入は、GCおよびGC－MSともマイクロシリンジを用い
て直接行った。また、GC－MS分析用のカラムはHEWLETT　PACKARD社のHP－5（0．32
mmi．d．x30m）を使用した。
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4－2　実験結果及び考察
4－2－1　味噌中の揮発性酸の同定
　越後温醸味噌減圧蒸留液中の揮発性酸は、味噌懸濁液をpH　2に調整して得ら
れたものなので、遊離型と結合型の両者を含むと考えられる。この揮発性酸量
をアルカリ滴定法で求め、酢酸量として算出したところ、味噌1009中44．Omgで
あった。第2節の普通味噌の揮発性酸量と比較すると、約15％多かった。
揮発性酸ブチルエステルのガスクロマトグラムをFig．5－5に示し、各ピーク
の同定及びピーク面積の比率をTable　5－11に示した。
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Fig．　5－5．　Gas　c正lromatogram　of　n－butyl　esters　of　volatile　organic　acids
　　　　in　Ec加go　warmed－brewing　mi50．
Instrument：　Shimadzu　GC－4A　PTF．
Colu㎜：3X　Silicone　DC－550，3㎜i．d．×2m，　Glass．
Colum　te叩．：60℃一（4℃／min）－200℃．　Carrier　gas：N2，50ml／皿in・
Injection　te叩．：250℃．　Detector：FID，250℃．
Compound　s：　　1：　thblltyl　acetate．　D：　dibutyl　ethe　r．
　　　　　2：　n－butyl　propionate．　3：　刀一butyl　isobutyrate・
　　　　　4：　刀卜butyl　刀ltbutyrate．　5：　n－butyl　2－methylbutanoate・
　　　　　　刀pbutyl　isovalerate．　6：　n－butyl　benzoate・
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Table　5－11．　Volatile　organic　acids　in　Eehigo　wamed－brewing　miso．
Peak　no．a Com　ound　η・－but　l　esterGC－MSb　　　Peak　area　％d
Acetate
Propionate
Isobutyrate
刀」－Butyrate
2－Methylbutanoate
Isovalerate
Benzoate
m㎞om
C 81．36
　0．95
8：器
」2・60
十
13．44
a　on　3％　Silicone　DC－550．　See　Fig．　5－5．　b　Identification　carried　out　by　comparing
　the　mass　library　（public／NIST）　speetra　on　JEOL　I、TD．　JMS－SXIO2A　and　the　reference
　spectra　（M．　C．　ten　NOEVER　de　BRAUW　et　a1　1979；　The　Mass　Spectrometry　Data　Centre　1983）．
c　positive　identification．　d　Relative　area　％　to　total　area　except　solvent　and
　dibutyl　ether　on　3％　Silicone　l）C－550．
　越後温醸味噌の揮発性酸として、acetic、　propionic、　isobutyric、　g－buty－
ric、2－methylbutanoic、　isovaleric、　benzoic　acid等が同定され、量的には、
acetic　acidが圧倒的に多く、約81％を占めた。これら揮発性酸は、第4章で耐
塩性酵母によって生成されることを認め、また、味噌の有機酸（本間と石原
1981；　日本醸造協会編　1977；　柴崎と後藤　1964；　豊島と上田　1959a、
1959b；　豊島ら　1961）、あるいは味噌の香気成分（本間　1982；　伊藤ら
1971；　岩渕と柴崎　1973；　安平と望月　1977）として既に報告されている
化合物である。また、著者らはacetic　acidに関して、孟rouxii　S84と色L＝t－
rsatilis　D－5のそれぞれの単独添加味噌を調製し、無菌味噌と比較したところ、
Z、rouxii　S84添加味噌では45％、生versatilis　D－5添加味噌では80％増加す
ることを確認している（本間と石原　1989）。
　第4章では、耐塩性酵母のLversatilis　D－5、込etehellsii　F－8の両菌株
から2－oxo－3－methylbutanoic、2－oxo－3－methylpentanoic、2－oxo－4－methyl－
pentanoic　acidのオキソ酸と2－hydroxy－3－methylbutanoic、2－hydroxy－3－
methylpentanoic、2－hydroxy4－methylpentanoic　acidのヒドロキシ酸の生成さ
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れることを推定または確認した。これら分岐オキソ酸とヒドロキシ酸のうち、
2－oxo－4－methylpentanoic　acidは生大豆のフレーバー成分（藤巻と荒井　1976）
として報告されているが、大豆を原料とする味噌中には、この化合物を含めい
ずれのオキソ酸もヒドロキシ酸もその存在は報告されていない。そして、本節
の実験でも、分岐オキソ酸やヒドロキシ酸の存在は確認できなかった。また、
第4章では、童versatilis　D－5、逸eteh　ellsii　F－8のCandida属のみに限らず
Z二rouxii　S84によっても、これら分岐オキソ酸とヒドロキシ酸の生成されるこ
とを認めたが、量的にはCan　di　da属の生成量が格段に多かった。そして、供試し
た越後温醸味噌は、仕込みの際、孟rouxii　s96は添加されるものの後熟型の
Can　di　da属酵母は添加されていない。このことが一因で分岐オキソ酸やヒドロキ
シ酸が検出されないのではないかと考えた。っまり、味噌熟成期間中に自然に
棲みっくCandida属では生菌数や活動量が少なく、分岐オキソ酸やヒドロキシ酸
が生成されにくいか、生成されたとしても極微量と考えられる。今井と松本
（1975a）は、温醸味噌におけるCandida属の存在と生育条件を検討し、その生
菌数は、105／g以下での範囲に分布し、しかも、供試味噌の40％は102／g以下で
あったと報告した。また、Z　osaeeharom　ees　rouxiiとの比較で、　LZzggE1｛zg：1z：h－
2a4，nggesir　s　rouxiiよりCan　di　da属の存在頻度が低いことも報告した。味噌醸造に
おいては、一般にCa　n　di　da　ncの添加は行われないとされる。なぜならば、　Can－
sZtLg！ada属の添加の効果を得るためには、　Candi　da　yersatilisを利用した場合、そ
の添加量をZ　osaeeharom　ees　rouxiiよりも10倍以上多く添加する必要があり、
また、Can　di　da　versatiiisが添加された味噌は、従来の味噌にない、　Candida
vθrsatilis特有の香味を持った製品になるためである（松本と今井　1977）。
このことは、逆に、Can　di　da　versati！isを積極的に添加することで、著者らの
Can　di　da属が分岐オキソ酸やヒドロキシ酸を生成しやすいという結果や、また、
これら化合物のエチルエステルが清酒の重要な香気成分として報告されている
（山本　196ユa、1961b）ことなどをふまえ、味噌の香味を多様化させることが
できるのではないかと考えられる。
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第5節　要約
5－1　味噌の香気成分
　麹菌のみが熟成に関与する、いわゆる無菌味噌と熟成に麹菌の他に、耐塩性
酵母や耐塩性乳酸菌等も関与する普通味噌及び加熱処理した原材料を混合した
仕込み直後味噌を調製し、香気、揮発性成分量、静置した味噌懸濁液のヘッド
ガス中の香気化合物などを比較した。更に、普通味噌に存在する微生物、特に
耐塩性酵母群にっいて検索することにより、香気生成に対する麹菌酵素、非生
物的化学反応、発酵微生物などの役割を検討した。
　普通味噌に見られる微生物群は熟成中に正常に経過し、耐塩性酵母群の主要
菌種は孟rouxiiであり、後熟型Candida属酵母して童versatilis、込etehe－
11siiもかなり存在した。
　香気の官能検査では無菌味噌と普通味噌は完全に識別され、普通味噌の方が
より好まれたが、無菌味噌を好む集団も有意に存在した。揮発性成分量は大部
分が普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であった。無菌味噌と仕込み直
後味噌との差が特に大きいのはethanal、2－methylpropana1、2－（and／or　3－）
methylbutanalなどのアルデヒド類であり、普通味噌と無菌味噌との差の大きい
のはアルコール類、エステル類一特に脂肪酸エステル、フェノール類、etha－
nalであった。ヘヅドガス分析によっても同一の傾向を認め、特に耐塩性酵母の
作用によって生成したと考えられる種々の香気化合物が普通味噌にかなりの量
が含有されていた。しかし、揮発性含硫化合物と揮発性酸に関しては、この実
験では検出されなかった。これは、静置された味噌懸濁液ののヘヅドガス中で
はこれら化合物は濃度的に低いためと考えた。以上のことから、無菌的熟成に
より生成した香気化合物に、酵母を中心とした発酵微生物の作用で生成した香
気化合物が加わって味噌の香気が完成するものと考察した。
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5－2　味噌の揮発性含硫化合物
　仕込み直後味噌、無菌味噌及び普通味噌を使用して、これら味噌中の揮発性
含硫化合物にっいて検討した。仕込み直後味噌で認められた揮発性含硫化合物
はmethiona1及びethy13－（methylthio）propanoateであり、無菌味噌及び普通味
噌ではこれら化合物に加え、dimethyユdisulfide、　dimethyl　trisulfideも検出
され、更に、普通味噌では3－（methylthio）propyl　acetate及びmethionolも同定
された。これら化合物のうち、methiona1、　dimethyユdisu！fide、　dimethyl
trisulfideは、　Strecker分解などの化学的反応により生成され、　ethyl　3－（皿e－
thylthio）propanoateは麹や酵母、3－（methylthio）propyl　acetate及びmethio－
nolは酵母の関与で生成されると考察した。また、　dimethyl　disulfide、　dime－
thyl　trisu！fide及びmethionalの3化合物は、無菌味噌に比べ普通味噌に少ない
傾向にあり、これら化合物の減少に対する味噌酵母群の関与が示唆された。
　無菌味噌と同様、麹菌以外の発酵微生物がほとんど熟成に関与しないと判断
される白甘味噌や江戸味噌、更に、耐塩性酵母を添加して製造される越後温醸
味噌及び越後天然味噌中の揮発性含硫化合物についても検討し、dimethyl　di－
sulfide、　dimethyl　trisuユfide及びmethiona1は化学的に生成され、　ethyl　3－
（methylthio＞propanoate、3－（皿ethyユthio）propyl　acetate及びnethionolは耐塩
性酵母の関与で生成されることを考察した。
　なお、味噌の揮発性含硫化合物として、dimethyl　trisulfideとethy13－
（methylthio）propanoateをは『じめて同定した。
5－3　味噌の揮発性酸
　越後温醸味噌の揮発性酸量をアルカリ滴定法で求め、酢酸量として算出した
ところ、味噌1009中44．Omgであった。揮発性酸として、　acetic、　propionic、
isobutyric、丑一butyric、2一皿ethylbutanoic、　isovaleric、　benzoie　acid等が同
定され、量的には、acetic　acidが圧倒的に多く、約81％を占めた。これら揮発
性酸は、第4章で耐塩性酵母により生成されることを論述した。更に、第4章
では耐塩性酵母、特に、Candid∂属によって、炭素数5、6の分岐オキソ酸やヒド
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ロキシ酸が生成されることを報告したが、越後温醸味噌中では検出されなかっ
た。これは、供試味噌中のCan　di　da属の生菌数や活動量が少なく、分岐オキソ酸
やヒドロキシ酸が生成されにくいか、生成されたとしても極微量と考えた。
　そして、これら分岐オキソ酸やヒドロキシ酸は、食品の香気成分として重要
と考えられるので、Z　osaeeharom　ees　rouxiiと同様、　Can　di　da属の味噌製造へ
の積極的な利用を提案した。
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第6章　総括及び結論
　本論文は、味噌の香気成分、特に、揮発性含硫化合物と揮発性有機酸の生成
に対する耐塩性酵母の関与に関する研究の成果をまとめたものであり、緒論並
びに本編5章と総括・結論から構成されている。
　緒論において、本研究を進めるに至った背景と目的にっいて述べた。大豆を
利用した日本古来の発酵調味料として味噌と醤油がある。醤油は今や世界の調
味料と言われるが、味噌はその域までに達していない。その原因の一っとして
香気の違いがあり、味噌の香気成分及びその生成メカニズムを解明することは
重要な意義があると考え、種々検討し報告してきた。その結果、発酵微生物、
特に耐塩性酵母の関与が味噌の香気付与あるいは矯正に不可欠であることが解
った。しかし、その耐塩性酵母の香気付与のメカニズムはいまだ詳細には解明
されていない。そこで、著者は食品香気を構成する揮発性成分の分析法を確立
するとともに、味噌の原料配合をもとに案出した合成培地を使用して、合成培
地の加熱処理や耐塩性酵母により生成されたり減少されたりする揮発性成分に
っいて分析した。すなわち、合成培地における揮発性成分の消長に対する耐塩
性酵母の役割にっいて検討した。揮発性成分としては、主に、食品香気の好悪
両面に著しい影響を及ぼす揮発性含硫化合物と揮発性有機酸を対象とした。更
に、耐塩性酵母や乳酸菌等の発酵微生物を関与させないで、麹菌のみで製造し
た、いわゆる無菌醸造味噌をはじめとして、種々の味噌中の香気成分を分析す
ることによって、味噌の香気成分と耐塩性酵母との関連にっいて究明し、以下
の研究成果を得た。
　第1章では、耐塩性酵母の培養法と揮発性成分分析法を確立した。味噌の原
料は清酒などのアルコール発酵飲料と異なり、大豆や米のほかにかなりの食塩
が使用されることに特徴がある。耐塩性酵母は10～20％の食塩存在下ではその
生育がかなり遅く、更に、耐塩性酵母の菌株間にその生育の違いが認められる
ため、培養期間の検討が必要であった。そこで、合成培地を使用して、赤色辛
口米味噌より分離された耐塩性酵母の2　0saeeharom　ces　rouxii　S84（孟超＝
uxii　S84）とCan　di　da　vers∂ti11ゴs　D－5（C．　versatilis　D－5）の培養経過に伴う
生育と合成培地中のグルコース及び窒素の消費にっいて調べた。更に、香気の
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官能評価と揮発性成分量の変化にっいて検討し、最適な培養期間の設定を行っ
た。なお、Z　osaeeharom　ees　rouxiiは味噌熟成の全期間にわたり常駐し、増
殖する主酵母であり、発酵型の味噌の香味形成には不可欠とされている。一方、
Can　di　da　versatilisは長期熟成の後期にみられ、後熟型酵母と呼ばれ、アルコ
ール発酵の他に、味噌や醤油の特徴香の一っである4－ethylguaiacol等を生成す
る。
　総アルコール、フーゼル油、総アルデヒド、ethanal及び揮発性有機酸などの
揮発性成分量の培養経過に伴う変化はグルコースや窒素の消費傾向にほぼ対応
していた。すなわち、グルコースや窒素の消費率が最高に達した期間がこれら
揮発性成分量も最も多い傾向にあった。この結果から、耐塩性酵母の培養期間
は、炭素源であるグルコースがほぼ消費しっくされた期間、またはグルコース
消費の伸びがほぼ停止した期間にすることが、使用菌株に対し一律に規定する
よりもより妥当と考察した。なお、耐塩性酵母の培養期間を炭素源がほぼ消費
しっくされた期間にした場合、耐塩性酵母の菌株によってその培養期間が異な
る。その培養期間中の揮発性成分を含む培養溶液の減少を防止するため、培養
器である1Z三角フラスコと綿栓の間に、長さ40cmの保温剤で包んだ冷却管を付
属させた。この改良型培養容器を使用することにより、培養期間が長期にわた
っても、培養溶液の減少はほとんど認められなかった。
　一方、揮発性成分の分析にはガスクロマトグラフィー（GC）やガスクロマト
グラフィー・質量分析（GC－MS）などが利用される。そのためには試料の前処理、
特に揮発性成分濃縮物の調製が必要であった。揮発性成分濃縮物の調製法とし
ては、ポーラスポリマー吸着剤による吸着法や減圧蒸留法などがあり、これら
の実験法にっいて検討した。著者は、揮発性成分の定量的分析にTenax　TA捕集
法を応用するため、試料溶液部、試料容器上端部及びTenax　TA管部の三箇所の
温度調節が容易に出来る揮発性成分捕集装置を組み立てた。そして、モデル溶
液を用いて量的に再現精度の高いheadspace　volatiles（HSV）捕集条件を求めた。
耐塩性酵母の主なる作用がアルコール発酵なので、試料として、ethyl　aceta－
te、8種類のアルコール及び2，3－xylenolからなる水溶液を用いた。そして、
ethano1を除く化合物のGCピーク面積の変動係数が1．9～15％の範囲にある揮発
性成分捕集条件を確立した。また、この揮発性成分捕集装置の特徴として、試
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料容器上端部及びTenax　TA管部の温度を試料溶液部と同じか、少し高めに設定
することにより、両部における試料溶液由来の水蒸気凝縮が防止でき、且つ、
Tenax　TAへの水の捕集量は少なくGC－MS分析に支障がなかった。この結果、　GC及
びGC－MS分析時に、従来法で行われていたところの、　Tenax　TAに捕集された水除
去のための窒素ガス通気プロセスが省略できた。
　味噌は高濃度のタンパク質を含有する大豆を主原料とするため、耐塩性酵母
などが生息し、活動する場はタンパク質、すなわち、窒素含有量が格段に高く、
しかも、かなりの食塩を含む培養基となる。第2章では、味噌の原料配合より
案出した窒素含有量の高い合成培地（グルコース量／窒素量が16）を使用して、
合成培地の加熱殺菌や耐塩性酵母及びその対照酵母としての・清酒酵母によって
生成される総揮発性成分にっいて検討した。これら酵母は炭素源であるグルコ
ースの消費の伸びがほぼが停止するまで、30℃で静置培養された。酵母無接種
培地及び培養液中の揮発性成分の同定は、揮発性成分をheadspace　volatiles
（HSV）捕集装置を用いてTenax　TAに吸着させた後、　GC及びGC－MS分析で行った。
　培地中のグルコース及び窒素量が高濃度にもかかわらず、清酒酵母の逸竺
re　visiaeは培養期問15日間でグルコースをほぼ100％消費した。一方、耐塩性酵
母の培養期間18日間におけるグルコース消費率はかなり低く（ユ．7～77．7％）、
特に、童versatilis　D－5の食塩添加培地でのグルコース消費率は最低の1．7％
であった。エタノール及びガスクロマトグラムのピーク総面積値はグルコース
の消費に対応し、逸cere　visiaeのエタノール及びピーク総面積値がともに最大
であった。
　各試料の官能評価の結果、酵母無接種培地では、焦げ臭や甘酸っぱい臭いが
認められ、パネルメンバー全員好ましくない香気と答えた。酵母培養液では、
酵母無接種培地で認められた好ましくない臭いがかなり改善され、更に、高級
アルコール臭、果実様香気、清酒様香気などが新たに認められた。
　GC分析により、供試試料から81～102種類のピークが得られ、供試試料のうち、
食塩0％の酵母無接種培地でもつともピーク数が多かった。これは、培地の加熱
殺菌とその後の30℃の温浴中での保持によって、アミノ・カルボニル反応など
の培地成分の化学的反応により生成されたものと考えた。これらピークのうち、
同定された揮発性化合物は39種類であり、その内訳はっぎのごとくであった。
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アルコール類（9種）、エステル類（9種）、アルデヒド類（5種）、ケトン類（1種）、
有機酸類（7種）、フラン類（1種）、ピラジン類（1種）、含窒素複素環化合物（1種）、
含硫化合物（5種）。
　同定された揮発性化合物のうち、量的にもっとも多かったのが、ethano1、
3¶ethyl－1－butanol、2－methyl－1－butanol、2－phenylethanol等を主体とするア
ルコール類であり、これらアルコール類はいずれも酵母培養液中でその生成が
認められた。アルデヒド類として、ethanal、2－methylpropana1、2－methyl－
butanal、3－methylbutana1、　phenylacetaldehyde等が酵母無接種培地及び酵母
培養液中で同定され、これらは主に、培地組成中のグルコースとアミノ酸類に
よるアミノ・カルボニル反応に伴うStrecker分解などによって生成されたもの
と考察した。含硫化合物、有機酸類に関しては、それぞれ、第3章、第4章で
詳細に検討した。
　第3章では、味噌中では微量の存在ではあるが、一・般に感覚閾値が低く、特
徴ある香気を有することから、味噌の品質に重要な役割を果たすと考えられて
いる揮発性含硫化合物と耐塩性酵母の関わりにっいて論述した。試料は第2章
で使用したものを用い、実験法も第2章に準じた。ただし、第3章のGC分析で
は、含硫化合物専用の検出器フレームホトメトリヅクディテクタ（FPD）を用い
た。
　酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して同定された揮発性含硫化合
物は、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、3－（methylthio）propion－
aldehyde（methional）であった。更に、酵母培養液ではこれら化合物に加え、
3－（methylthio）propyl　acetate、3－（methylthio）－1－propanol（methionol）の生
成が認められた。dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、　methionalの含
有量は、供試酵母間に程度の差はあるものの、全ての酵母培養液中で減少した。
これら化合物の減少率は、供試酵母のうち、Z。　rouxii　S84で大きかった。特に、
食塩含有培養液中で、グルコースの消費率が低く、生育がかなり悪いにもかか
わらず、孟rouxii　s84はこれらの化合物を55．2～99．4％消滅させた。
　このように18種アミノ酸混合物を窒素源にした合成培地中で、揮発性含硫化
合物の生成と減少に対する耐塩性酵母の強い関与が認められたので、これら揮
発性含硫化合物の起源っいても検討した。この場合、窒素源を18種アミノ酸混
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合物から、含硫アミノ酸のメチオニンやシスチンをはじめとする8種類の単一ア
ミノ酸に替え、供試菌としては孟rouxii　S84を用いた。その結果、メチオニン
を窒素源にした場合、18種アミノ酸混合物の場合と同様、Z．　rouxii　s84による
揮発性含硫化合物の生成と減少に対する強い関与が認められた。更に、前述の
揮発性含硫化合物に加え、∠Lrouxii　S84によるethyl　3－（methylthie）propa－
noateの新たな生成も認められた。なお、　methiono1に関しては、メチオニン以
外のアミノ酸培地からも孟rσuxii　S84により生成されることが認められたが、
量的にはメチオニンを窒素源にした培養液中で圧倒的に多かった。
　第4章では、耐塩性酵母の生成する揮発性有機酸にっいて検討した。
　味噌の熟成過程において、耐塩性酵母は味噌香気成分としての酸性物質の生
成にあまり関与しないとされている。しかし、第1章・第2節において合成培
地を使用して耐塩性酵母培養液の香気を官能的に調べたところ、培養液をpH　2
に調整し、得られた減圧蒸留液の香気はほぼ培養液の香気を再現したが、pH　7
に調整し得られた留液からは土臭さやアルカリ臭が認められた。これらのこと
から、耐塩性酵母培養液の香気における酸性物質の重要性を考えた。なお、i揮
発性有機酸の分析は、培養液をpH　2で減圧蒸留を行い、得られた蒸留液から常
法により揮発性有機酸画分を調整し、揮発性有機酸のn一ブチルエステル化した
ものにっいて、GC及びGC－MSにより行った。また、供試菌株として、　Can　di　da
etehellsii　F－8（C．　etchellsii　F－8）を追加した。この菌株はC．　versa　ti　一一
lisD－5と同様の後熟型耐塩性酵母である。
　供試酵母に共通して生成が認められた揮発性有機酸は、aeetic、　propionic、
isobutyric、　垂一butyric、　2－methyユbutanoic、　3－methylbutanoic（isovaleric）
acidであった。更にC．　versatilis　D－5、　C．　etehellsii　F－8の両株からは2－
oxo－3－methylbutanoic、　2－oxo－3－methylpentanoic、　2－oxo－4－methylpentanolc、
2－hydroxy－3－methylbutanoic、2－hydroxy－4－methylpentanoic　acidの生成を認
めた。また、2－hydroxy－3－methylpentanoic　acidの生成も推定した。更に、
C．yersatilis　D－5によりbenzoic　acidとphenylacetic　acid、清酒酵母により
刀一hexanoic、　n－octanoic、　n－decanoic　acidの生成も認められた。
　揮発性有機酸量は培養液の減圧蒸留液についてアルカリ滴定により培養液
100ml中の酢酸として求めたが、それは互∴versatilis　D－5が27．Omg、生S2．Et．：一
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ehellsii　F－8が11．7mg、　Z、　rouxii　S84が2．5mg、清酒酵母が1．6mgであった。
この」匹vθrsatilis　D－5の生成揮発性有機酸量は、孟rouxii　s84及び清酒酵母
の約11～17倍量に相当する。また、」匹versatilis　D－5の揮発性有機酸量は酢酸
として培養期間中に消費されたグルコースの約2％に相当した。揮発性有機酸の
大部分がacetic　acidで約26～76％を占め、っいで量的に多かったのが、　iso－
butyric、2－methylbutanoic、　isovaleric　acidなどであった。以上の結果から、
味噌の香気成分として報告されている炭素数2～5の直鎖及び分岐した揮発性有
機酸やbenzoic、　phenylacetic　acidの生成に対する耐塩性酵母群の関与を明ら
かにした。また、炭素数5、6の分岐オキソ酸やヒドロキシ酸、benzoic、　phe－
nylacetic　acid、炭素数6、8、10の直鎖の揮発性有機酸などの生成に対して、
供試酵母間の差異を認めた。更に、各種アミノ酸を単一窒素源とする培地を用
いて、同定された揮発性有機酸の起源にっいても推定した。
　第5章では、種々の味噌を用いて、味噌香気成分の分析を行うとともに、揮
発性含硫化合物や揮発性有機酸の生成に対する耐塩性酵母の関わりについて検
討した。
　麹菌のみが熟成に関与する、いわゆる無菌味噌を製造した。更に、麹菌の他
に、耐塩性酵母や耐塩性乳酸菌等も熟成に関与する普通味噌と加熱処理した原
材料を混合しただけの仕込み直後味噌を調製した。そして、これら3種類の味噌
中の香気、揮発性成分量及び静置された味噌懸濁液のヘッドガス中の香気化合
物などを比較した。更に、普通味噌に存在する微生物、特に耐塩性酵母群にっ
いて検索し、香気生成に対する麹菌酵素、非生物的化学反応、発酵微生物など
の役割を検討した。
　普通味噌に見られる微生物群は熟成中に正常に経過した。耐塩性酵母群の主
要菌種は孟rouxiiであり、後熟型Can　di　da属酵母して生versatilis、生9Lt二
ehθ11siiもかなり存在した。
　香気の官能検査では無菌味噌と普通味噌は完全に識別され、普通味噌の方が
より好まれたが、無菌味噌を好む集団も有意に存在した。揮発性成分量は大部
分が普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であった。無菌味噌と仕込み直
後味噌との差が特に大きい香気成分はethanal、2－methylpropana1、2－（and／
or　3－）methylbutanalなどのアルデヒド類であり、普通味噌と無菌味噌との差
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が大きい香気成分はアルコール類、エステル類一特に脂肪酸エステル、フェノ
ール類、ethanalであった。ヘヅドガス分析によっても同一の傾向を認め、特に
耐塩性酵母の作用によって生成したと考えられる種々の香気化合物が普通味噌
にかなりの量が含有されていた。しかし、揮発性含硫化合物と揮発性有機酸に
関しては、この実験では検出されなかった。これは、静置された味噌懸濁液の
ヘッドガス中ではこれら化合物は濃度的に低いためと考えた。以上のことから、
無菌的熟成により生成した香気化合物に、酵母を中心とした発酵微生物の作用
で生成した香気化合物が加わって味噌の香気が完成するものと考察した。
　味噌中の揮発性含硫化合物と揮発性有機酸に関して、第3章と第4章での実
験方法に準じて、検討した。
　仕込み直後味噌、無菌味噌及び普通味噌を使用して、これら味噌中の揮発性
含硫化合物について検討した。仕込み直後味噌で認められた揮発性含硫化合物
はmethional及びethy13－（methylthio）propanoateであり、無菌味噌及び普通味
噌ではこれら化合物に加え、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfideも検出、
更に、普通味噌では3－（methyユthio）propyl　acetate及びmethiono1も同定された。
これら化合物のうち、meth⊥onal、　dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide
は、Strecker分解などの化学的反応により生成され、　ethy13－（methylthio）－
propanoateは麹や酵母、3－（methylthio）propyl　acetate及びmethionolは酵母の
関与で生成されると考察した。また、dimethy！disulfide、　dimethyl　trisuユー
fide及びmethionalの3化合物は、無菌味噌に比べ普通味噌に少ない傾向にあり、
これら化合物の減少あるいは抑制に対する味噌酵母群の関与が示唆された。
　無菌味噌と同様、麹菌以外の発酵微生物がほとんど熟成に関与しないと判断
される白甘味噌や江戸味噌、更に、耐塩性酵母を添加して製造される越後温醸
味噌及び越後天然味噌中の揮発性含硫化合物にっいても検討した。そして、
dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide及びmethionalは化学的に生成され、
ethy13－（methylthio）propanoate、3－（methylthio）propyl　acetate及びmethi－
onolは、主に耐塩性酵母の関与で生成されることなどを考察した。なお、味噌
の揮発性含硫化合物として、dimethyl　trisulfideとethyl　3－（methy！thio）pr－
opanoateをは『じめて同定した。
　越後温醸味噌の揮発性有機酸量をアルカリ滴定法で求め、酢酸量として算出
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したところ、味噌100g中44．Omgであった。揮発性有機酸として、　acetic、　pro－
pionic、　isobutyric、　n－butyric、　2－methylbutanoic、　isovaleric、　benzoic
acid等が同定され、量的には、　acetic　acidが圧倒的に多く、約81％を占めた。
これら揮発性有機酸は、第4章で耐塩性酵母により生成されることを論述した。
更に、第4章では耐塩性酵母、特に、Can　di　da属によって、炭素数5、6の分岐オ
キソ酸やヒドロキシ酸が生成されることを論述したが、越後温醸味噌中では検
出されなかった。これは、供試味噌中のC∂ndida属の生菌数や活動量が少なく、
分岐オキソ酸やヒドロキシ酸が生成されにくいか、生成されたとしても極微量
と考えた。また、これら化合物のエチルエステルが清酒の重要な香気成分とさ
れていることから、味噌醸造において、Can　di　da属の積極的利用により、味噌の
香味を多様化させることができるのではないかと提案した。
　味噌は大豆と米を原料とし、麹菌や耐塩性の酵母や乳酸菌などの発酵微生物
の関与で造られる。その味噌は栄養、嗜好、機能面で種々の特性を備え、次世
代に伝えなければならない日本の伝統的発酵調味料の一っである。しかし、近
年の日本の食生活の多様化は、ご飯に味噌汁という形態を崩し味噌の消費を減
少させた。これを打破するには、日本の伝統的発酵調味料の域から、醤油のご
とく世界の調味料への発展や種々の加工用の味噌の開発が考えられる。そのた
めには、より嗜好性の高い香気を備えたものや、逆に、加工用には味噌臭さの
ない味噌等が要求される。これらのことをふまえ、著者は味噌の香気成分及び
その生成メカニズムを解明することは重要な意義があると考え、種々検討し報
告してきた。特に、味噌香気成分のうち、揮発性含硫化合物と揮発性有機酸の
生成と減少に対する耐塩性酵母の関わりにっいて検討し本研究のまとめに至っ
た。これらの研究成果が、味噌ひいては醤油などの大豆発酵食品の発展にいさ
さかでも寄与できれば幸甚である。
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Studies　on　the　Relationship　between
　　the　Volatile　Flavor　Components　in
Miso　and　the　Salt－Tolerant　Yeasts．
KazuoISHIHARA
　　The　mjlso（soy　paste）making　Process　is　thne－consuming　and　consists　of
several　steps　such　a，s　steaming　of　raw　materiaユs，1【（）jj　maki皿g，　mixing　with　salt
and　ripening．　Consequently，　the　aromatic　components　of　m　iso　are　formed
through　these　steps．　The　occurrence　of　several　species　of　salt－tolerant　yeasts
have　been　demonstrated　in　the　miso　in　the　ripening　period．　From　the　standpoint
of　forming　aroma　of砿給o，　the　contribution　of　saユt－tolerant　yeasts　is　of　great
importance．　However，　it　has　not　been　clarified　at　what　point　these　salt－tolerant
yeasts　take　their　share　in　the　aroma　formation　of　miso．　Therefore，　this
investigation　established　a皿aユytic　methods　for　volatile　components　which
constitute　the　flavor　of　foods，　and　contrived　the　synthetic　medium　ta㎞g　into
consideration　of　the　field　of　miso，　and　further　examined　the　role　played　by
yeasts　on　the　existence　of且avor　components　on　the　synthetic　media．　As　flavor
components，　volatie　sulfur－containing　compounds　and　volatile　orgεmic　acids
were　mainly　taken　up　as　objects，　and　further　by　the　anaユysis　of　mtso，　the
rela七ionship　between　flavor　components　of　m1Lso　and　salt－tolera　nt　yeasts　was
investigated．
1．Culture　of　salし一tolerant　yeasts
　　The　raw　materiaユof　miso　consists　of　soy　bean，　rice　and　sa比．　Because　the　soy
bean　contains　a　high　density　of　protein，　the　field　where　salt－tolerant　yeasts
grow　a皿d　act　becomes　the　circumstance　of　remarkably　high　concentration　of
nitrogen．　In　consideration　of　the　components　of　mjiso，　we　devised　a　synthetic
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medium　with　18　kinds　of　amino　acids　as　nitrogen　source，　with　the　amount　ratio　of
91ucose（carbon　source）to　total　nitrogen　16，　and　with　12．5％of　saユt．　Because　this
medium　of　high　densiしy　of　nitrogen　and　salt　is　a　very　hard　circumsta皿ce　for　the
salt－tolerant　yeasts，　in　the　experiment，　besides　this　synthetic　m　edium，　the
synthetic　medium　of　the　amount　ratio　of　50：10f　glucose　to　totaユnitrogenεmd
another　medium　wiむhout　salt　were　aユso　used．
　　Zygosaccharom　yces　ro　uxil’S84（Z．　ro　uxii　S　84），　Can　dida　versalZZis　D－5（σ．
versatuEZis　D－5），　andσandida　etchellsti　F－8（σ．　etchellsti　F－8）which　are　a皿
sε己t－tolerant　yeasts　and　isolated　from　red　sa1しy　kome　miso，　and　Saccharomyces
cere　viSiae　RIB　6002（Kyokai　no．7）（8．　cere　visiae），　a　salt－sensiしive　sake　yeast，
were　employed　in　this　study．　These　yeasts　were　cultured士n　a　stationary
manner　at　30℃unt且they　had　consumed　nearlyε皿the　glucose，　the　carbon
source，　since　it　was　indicated　tha七the　volatie　components　formed　by
salし一tolerant　yea£ts　tended　to　be　the　largest　in　amount　at　the　period　when　the
consumption　of　glucose　reached　the　highest．
2．Collection　of　volat丑e　components
　　The　novel　headspace　volatie　trapPing　apParatus　consisting　of　a　heated
sample　solution　container，　a　heated　upper　part　of　the　sample　vesse1，　and　a
heated　Tenax　TA（2，6－dipheny1－p－phenyleneoxide　polymer）tu’be　for　the
collection　of　headspace　volatjユes　from　a　model　solution　was　made．　Vapor　from　the
sample　solution　was　prevented　from　condensing　on　the　interior　surface　of　the
sample　vessel　and　the　Tenax　TA　tube　by　maintaining　the　temperature　of　the
heating　parts　at　45℃，　the　same　as　that　of　the　sample　solution．　Removal　of　the
water　colected　on　Tenax　TA　prior　to　gas　chromatography（GC）was　thus　not
required．　Headspace　volat且es　were　collected　on　the　200　mg　of　Tenax　TA　by
passing　high－purity　nitrogen　through　the　sample　solution　at　a　rate　of　50　m1／1nin
for　l　h．　The　model　sample　solution　contained　ethyl　acetate，　eight　different
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alcoholS，　and　2，3－xylenol．　Da七a　on　the　effect　of　sodium　chlo　ride　concentration　of
the　sample　solution　on　the　co－ection　of　headspace　volatiles　was　presented．　The
coefficients　of　variation　of　the　GC　peak　areas　of　the　compounds　except　for
ethanol　ranged　from　1．9　to　15％．
3．Formation　of　volat且e　components　in　synthetic　media　by　salし一tolerant　yeasts
　　The　main　volat且e　compounds　i皿the　sample　solution　were　alcohols　such　as
ethano1，3－methyl－1－butano1，2－m　ethy1－1－butanol　and　2－phenylethanol　etc．　A－
of　these　compounds　were　formed　in　cultured　yeast　media．　In　add士七ion　to　these
aユcohols，　esters，　volatile　organic　acids，　volat且e　sulfur一containing　compounds，
aユdehydes，　ketones　and　pyrazines　etc．　were　found　both　in　the　non－inocula尤ed
a皿dcultured　yeast　media．
4．Formation　and　reduction　of　volatie　su］fur－contaming　compounds　in
synthetic　media　b　y　salt－tclerant　yeasts
　　By　using　a　synthetic　medium　containing　18　amino　acids　as　a　nitrogen　source，
voユatile　sulfur－contatning　compounds　formed　and　reduced　by　saユt－tolerant
yeasts　and　sake　yeast　were　studied．　As　the　test　yeasts，　Z．　roux五S84，σ．
versatilis　D－5，　and　8．　cereviSiae　w　e　re　employed，　The　volat且e　sul　Eu　r－contair山l　g
compounds　in　the　non－inocUlated　and　cultured　media　were　ident迂ied　by　GC　and
gas　chromatography－lnass　spectrometry（GC－M　S）after　they　had　been　conected
on　a　Tenax　TA　using　an　apparatus　for　trapping　headspace　volatiles．　The　volatile
sulfur－contai血g　compounds　commonly　found　both　in　the　non－inoculated　and
culしured　yeast　medja　were　identified　a£dimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide
and　3－（methylしhio）propionaユdehyde（methionaユ）．　Further，　in　the　cu1しured　yeast
media，血addition　to　these　compounds，　the　formation　of　3－（methylしhio）propyl
acetate　and　3－（methylthio）－1－propano1（methiono1）was　ob　s　e　rved．　The　am　ounts
of　dimethyl　dis　Ul　fide，　dimethyl　trisu］【fide　a皿d　m　ethionaユcon七ained　in　the　culしured
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yeast　media　were　found　to　decrease　as　little　as　O．6－85．1％compared　to　those　in
the　non－inoculated　media．　The　rate　of　decrease　of　these　compounds　in　the
cultured　media　was　greatest　in　Z．　roロx五S84　among　the　tested　yeasts．　In　particu－
1ar，　in　the　cu1むured　medium　containing　salt，　in　spite　of　the　fact　that　the
consumption　rate　of　glucose　was　low　and　it　had　poor　development，　Z、　rouxii　S84
eli　ninated　these　compounds　by　as　much　as　55．2－99．4％．　The　formation　and
reduction　of　these　volatie　sulfur－cbntair血ユg　compounds　by　z．　rouxii’s84　were
aユso　observed　both　in　the　non－inocUlated　and　culしured　media　containing
methionine　as　the　sole　nitrogen　source．　In　addiしion　to　these　compounds，　ethyl
3－（methylthio）propanoate　was　formed　b　y　Z．　rouxin’S84．
5．Volatile　organic　acids　formation　by　salし一tolerant　yeasts
　　By　using　a　synthetic　medium　the　vola坦e　organic　acids　formed　by
saユt－tolerant　yeasts　and　sake　yeast　were　studied．　As　the　test　yeasts，　Z．　rouxii’
S84，σ。　versa曲D－5，σ．　e亡cheZZs血F－8　and　8．　cerevisiae　w　ere　employed．
Identification　of　the　volatile　acids　in　the　distMates　of　culture　media　under
reduced　pressure　at　pH　2　was　done　by　GC　and　GC－MS　after　converting　them　to
11－butyl　esters．
　　Ifound　that　acetic，　p　ropionic，　isobutyric，ヱ1－butyric，2－m　ethylbutanoic，　and
isovaユeric　acids　were　formed　by　a皿test　yeasts．　In　addition，　the　formation　of
2－oxo－3－m　ethylb　utanoic，2－oxo－3－m　ethylp　entanoic，2－oxo－4－m　ethylpentanoic，
2－hydroxy－3－・methylbutanoic，　and　2－hydroxy－4－methylpentanoic　acids　were　　　　－
observed　from　both　strε血1s　of　O．　versat　iZis　D－5　andσ．　etcheUsti　F－8．　Form　ation
of　2－hydroxy－3－methylpentanoic　acid　was　aユso　inferred．　It　wa£also　found　that
benzoic　and　phenylacetic　acids　were　formed　by　O。　versatiZis　D－5　andη一hexanoic，
n－octanoic，　and刀一decanoic　acids　by　8．　cerθvゴ5ゴae．　These　results血dicated　that
there　were　some　differences　among　yeasts　tested　for　the　formation　of　branched
cha血oxo　and　hydroxy　acids　with　five　and　six　carbon，　benzoic　acid，　phenylacetic
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acid　and　normal　chain　organic　acids　with　six，　eight　and　ten　carbon，
　　The　amount　of　volatie　acids　formed　was　measured　as　acetic　acid　in　the
dist皿ates　of　culture　media　by　aユkaline　titration，　and　it　decreased　in　the　order　of
σ．versatilis　D－5（27．O　m　g／100　m1），0．　etcheUsti　F－8（11．7mg／100　m1），　Z．　rouni　S84
（2．5mg／100　m1），　and　8．　cere　visiae（1．6　m　g／100　ml）．　The　am　ount　of　volatie　acid　s
formed　by　O．　versat　ilis　D－5　was　about　ll　and　17　times　higher　than　those　formed
by　Z，　ro　zxii’S84　and　S。　cerevおfae，　respectively．　Among　the　volatie　acids，　acetic
acid　wa」s　the　largest　in　quantity（about　26－76％），and　the　other　main　volatile　acids
were　isobutyric，2－m　ethylbutanoic，　and　isovaleric　acids．
6．Aroma　and　headspace　volatjユe　components　of　m．iso　made　by　an　aseptic　process
　　To　study　the　role　of　microorga皿isms　in　flavor　production　in　the　manufacture
of　mjiso，　the　aroma　and　flavor　sub　sta　nces　in　miso　made　by　an　aseptic　process
were　compared　with　those　in　mlso　made　by　the　conventionaユprocess．　In　a
triangle　test，　panel　members　could　detect　differences　in　aroma　betw　een　the
aseptic　and　conventional　misos．　The　aroma　of　the　aseptic　mlso　was　poorer　and
weaker　than　that　of　the　conventionaユm　iso，　and　most　of　the　panel　preferred　the
latter。　Aroma　compounds　in　the　headspace　gas　of　mllso　were　a皿aユyzed　by　GC．
　　Totaユcontents　of　aromatic　components　caユcUlating　from　the　sum　of　GC　peak
areas　were　in　the　order　of　the　conventionaユm．］lso，　the　aseptic　M．j［so　and　the
unmaturated　aseptic　mlso．　The　main　compounds　in　the　headspace　gas　of　the
aseptic　mlso　were　aユdehydes（2－methylpropanaユ，2－and／or　3－methylbutana1），
whereas　those　of　the　conventional　miso　were　aユcohols（ethanol，1－butanol，
2－methylpropano1，2－and／or　3－methylbutanol），　esters（ethyl　acetate，　i60butyl
acetate，　isopentyl　acetate，　ethyl　hexanoate），　ethanal　and　the　aユdehydes　cited
above．　The　carbonyls　except　ethanal　decreased　in　the　order　of　the　aseptic　m　Lso，
the　conventional　mlso　and　the　unmaturated　aseptic　miso．　It　was　suggested　thaし
the　salt－tolerant　microorga　nisms　inhibited　the　form　ation　of　carbonyls，　or
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converted　from　carbony】おto　the　other　compounds．　Thus　the　aユcohols，　esters　and
ethanaユ血the　conventional　mjEso　are　thought　to　be　produced　fermentatively　by
salt－－tOlerant　yeaStS．
7．Volatile　sulfu1触containing　compounds　and　volat且e　orga皿ic　acids　in　misos
　　The　volatie　sulfur－containing　compounds　in　the　dist皿ates　of　misos　under
reduced　pressure　were　identified　by　GC　and　GC－MS　after　they　had　been
co且ected　on　a　Tenax　TA　using　an　apparatus　for　trapping　headspace　volatiles．
　　Methionaユand　ethy13－（methylthio）propanoate　were　identified　in　the
unmaturated　aseptic　m．iso．　In　addition，　dimethyl　disulfide　and　dimethyl
trisulfide　were　observed　in　both　the　maturated　aseptic　miso　and　the
conventional　m．］Eso．　Further，　in　the　conventional　mlso，　in　addition　to　these
compounds，3－（methylthio）propyl　acetate　and　methionol　were　also　identi　fied．
Methionaユ，　dimethyl　disulfide　a皿d　dimethyl　trisu上fide　are　considered　to　be　formed
chemica皿y　from　methionine　due　to　the　chemicaユreactions　such　as　Strecker
degradation　with　amino－carbonyl　reaction．　It　was　also　considered　that　these
compounds　were　reduced　or　inhibited　by　salし一tolerant　yeasts，　because　they
tended　to　be　less　in　the　conyentional　miso．
　　On　the　other　hand，　it　was　suggested　that　ethy13－（methylthio）propanoate　was
formed　by」kω匠and／or　saユt－tole　ra　nt　yeaSts，　and　3－（methylthio）propyl　acetate
and　methionol　by　saユt－tolerant　yeasts，　respectively．
　　Further，　voladie　sulfur－containing　compounds　in　white　sweet刀11so　and　Edo
m．iso　which　are　judged　to　be　taken　almost　no　part　in　ripening　by　microorga　nisms
of　fermentation　except　koji　molds，　as　well　as　aseptic　miso，　and　those　in　Ech啓o
warmed－brewing　mlso　and　Ech　igo　naturaユfermenta廿on　miso　which　are　prepared
wiしh　addition　of　Zygosaccharomyces　rouxii　were　a］so　exam血ed．　It　w　as
considered　that　dimethyl　d　isulfide，　dim　ethyl　trisulfide　and　m　ethionaユare
chemica皿y　p　roduced，　w　hile　ethyl　3－（methy1しhio）propanoate，
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3－（methylしhio）propyl　acetate　and　methionol　are　formed　mainly　by　salt－tolerant
yeasts．　Among　these　volatile　sulfur－－containing　compounds，　methional　and
methionol　were　the　larger　in　quantiしy　in　misos．　Methional　had　an　offensive　odor
in　miso　and　shoyu（soy　sauce）．　It　increased　as　m．iso　and　shoyu　were　ripened　and
heated．　These　suggest　that士しis　desirable　to　reduce　methional　by　saユt－tolerant
yea£ts・On　the　other　hand，　methiono1，　the　important　compound　of　flavor　of　mjlso
and　shoyu，　wa£the　main　compound　in　the　sulfur－containing　compounds　formed
by　the　saユt－tolera　nt　yeasts．　It　suggests　that　the　salt－tolerant　yeasts　play　an
important　role　in　the　ripening　of　miso　and　shoyu．　Dimethyl　trisulfide　and　ethyl
3－（methylthio）propanoate　were　newly　identified　in　miso．
　　Identification　of　the　volatie　acids　in　the　dist皿ates　of　Echigo　warmed－brewing
m1Eso　under　reduced　pressure　at　p且2was　done　by　GC　and　GC－MS　after
converting　them　to　n－butyl　esters．
　　Acetic，　propionic，　isobutyric，刀一butyric，2－methylbutanoic，　isovaleric　and
benzoic　acids　were　identified　as　mlso　volatile　organic　acids．　Among　these
compounds，　acetic　acid　was　the　largest　in　quantity（about　81％）．　However，　the
branched　chain　oxo　and　hydroxy　acids　with　five　and　six　carbon　formed　by　O．
versatilis　D・－5　andσ．　etcheUsti　F－8　described　above　were　not　detected　in　m．iso．
This　was　considered　to　be　due　to　the　fact　that　the　viable　ce－s　of　Can　dida
versatuiZis　are　few　and　they　are　less　active　in　the　sample　miso，　which　led　to
difficult　formation　of　branched　chain　oxo　and　hydroxy　acids，　and　even　in　their
presence　their　amount　is　minute．　These　branched　chain　oxo　and　hydroxy　acids
with　five　and　six　carbon　which　are　regarded　to　be　the　important　flavor
components　have　not　been　reporbted血miso　a皿d　shoyu．　Thus　in　the　preparation
of　m．iso，　iヒwa£considered　that　as　wel　as　2ンgosaccharomyces　roαx五，　th6　active
utiliZ　ation　of　Can　dida　versatdis　might　diversify　the　flavor　of　miso．
　　As　a　result　of　above　fact，　the　role　of　saユt－tolerant　yeasts　on　the　existence　of
both　volatile　sUlfur－containing　compounds　and　volatile　orga工江c　acids　was
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clariEied，　and　the　formε比ion　mechεmism　of　these　flavor　components　in　miso　was
proposed．
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